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Come é noto, somministrando all’uomo (0 
ad animali da laboratorio, come il ratto e il 
gatto) piridina, nicotinamide, monometila- 
mide e dietilamide dell’acido nicotinico, si 
possono identificare nell’urina rispettivi 
prodotti metilati all’azoto eterociclico. Som- 
ministrando invece acido nicotinico non 
compare nell’urina il rispettivo prodotto 
metilato: l’acido nicotinico infatti viene tra- 
sformato in nicotinamide, la quale viene poi 
metilata. Soltanto il coniglio, fra gli animali 
da laboratorio, mostra di metilare diretta- 
mente l’acido nicotinico (1, 2, 3, 

Anche in vitro la suscettibilita 


). 
all’alchila- 
zione dell’acido nicotinico molto bassa: 
per i derivati della piridina essa decresce 
secondo I’ordine di cui al seguente schema (5), 
nel quale R = radicale piridinico: 


R-COOC;H; S R-CONH, > R-CONHCH, > 
> R-CON(C3H;)2 > R-COOH 


Era pertanto interessante verificare se in 
vivo, sostituendo l’acido nicotinico con il suo 
estere etilico, era possibile osservare la meti- 
lazione di questo prodotto. 

‘Eseguendo prove su ratti albini si é potuto 
invece verificare, attraverso l’esame dei pro- 


dotti escreti nell’urina, che dopo sommini- 
strazione di estere etilico dell’acido nicotinico 
si ha soltanto un significativo aumento del 
contenuto in trigonellinamide e non in tri- 
gonellina; da questo pud dedursi che I’estere 
etilico non viene peer come tale, ma viene 
saponificato ad acido nicotinico, il quale si 
trasforma a sua volta in nicotinamide, che 
viene poi metilata. 


PARTE SPERIMENTALE 


Prove di alchilazione in vitro. 


La suscettibilita all’alchilazione in vitro del- 
l’estere etilico dell’acido nicotinico e della 
nicotinamide é@ stata valutata determinando 


TABELLA — Resa in alchilderivati della nicotinamide 
e dell’estere etilico dell’acido nicotinico. 


Estere etilico 
dell’acido nicotinico | 


Alogenuro 


alchilico Nicotinamide 


94% 


71% 


(96%) (*) 
(48%) (*) 
(44%) (*) 


85% 
51% 


43% 19 % 


(*) K. Tomita, J. Pharm. Soc. Japan, 1951, 71, 220. 
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le rispettive rese in derivati alchilati. Preci- 
samente si é fatto bollire a ricadere per quattro 
ore un decimo di mole di nicotinamide o di 
estere etilico dell’acido nicotinico. con due 
decimi di mole di alogenuro alchilico, in 
presenza di alcool etilico. 

Le rese in prodotti alchilati sono riportate 
nella tabella. Le caratteristiche di tali deri- 
vati verranno riportate in altro lavoro. 

Dai valori della tabella appare che l’alchi- 
lazione della nicotinamide e dell’estere etilico 
dell’acido nicotinico avviene con: lo stesso 
ordine di grandezza. 


Prove di metilazione in vivo. 


Sette ratti albini, coetanei e di peso fra i 
100 € i 200 g, sono stati tenuti in identiche 
condizioni di nutrizione e di stabulazione per 
tutta la durata dell’esperienza (20 giorni) 
nelle comuni gabbie biologiche realizzate per 
la raccolta delle urine. 

L’urina emessa dai ratti @ stata raccolta, 
misurata giornalmente e sottoposta ad analisi 
come pitt avanti indicato. 

Alla fine del terzo giorno di esperienza é 
stata somministrata ai ratti, per via sottocu- 
tanea, una soluzione acquosa di estere etilico 
dell’acido nicotinico — contenente 2,5 mg 
di estere per cm* — in quantita corrispon- 
dente a 10 mg di estere per kg di peso cor- 
poreo. E stata scelta la via sottocutanea, a 
preferenza di quella endomuscolare, onde 
evitare un assorbimento troppo rapido della 
sostanza € consentirne quindi una migliore 
tolleranza. 

Alla fine del sesto giorno é stata praticata 
ai ratti una seconda iniezione della soluzione 
di estere, nella quantita e con le modalita 
della precedente. 

Dal decimo al diciassettesimo giorno di 
esperienza sono stati somministrati ai ratti, 
per via intramuscolare, 0,2 mg al giorno di 
vitamina B, ed inoltre, dal dodicesimo al 
diciassettesimo giorno, anche 0,o1 mg al 
giorno di cloridrato di colina. 

Al quindicesimo giorno é stata di nuovo 
somministrata ai ratti la soluzione di estere 
in forma e dosi uguali a quelle precedenti, 
per verificare appunto I’effetto di tale som- 
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ministrazione in presenza di sostanze dona- 
trici di metili e sotto carico di vitamina B, 
che catalizza le transmetilazioni (6, 7). 
Le urine delle 24 ore, raccolte giornalmente, 
sono state sottoposte alle seguenti reazioni: 
a) reazione di Kénig dopo idrolisi acida; 
b) reazione con bromuro di cianogeno, leg- 
gendo I’estinzione a 400 my; ¢) reazione di 
Roggen; d) reazione di Huff. 


a) Reazione di Konig. 


La reazione di Kénig (8), effettuata secondo 
la consueta tecnica (9) e con idrolisi acida di 
un’ora, misura Il’acido nicotinico e la sua 
amide, in quanto questa viene trasformata in 
acido nicotinico (i risultati vengono percid 
espressi sempre come acido nicotinico). Nel 
caso in questione, con tale reazione viene 
dosato anche l’estere etilico dell’acido nico- 
tinico eventualmente presente nell’urina. Da 
prove fatte, nelle condizioni in cui si opera, 
soltanto il 50% dell’estere presente viene 
dosato come acido nicotinico. 

Dal grafico I relativo alla reazione di Kénig, 
appare che dopo la prima e la seconda som- 
ministrazione di 1620 y di estere etilico 
per animale, l’'aumento della quantita di 
sostanze che danno positiva la reazione di 
K6nig intorno a rispettivamente 70-85 
© 45-55 

La terza somministrazione di estere etilico, 
sotto carico di vitamina B, e di colina, da 
luogo ad una pit forte escrezione di prodotti 
che danno la reazione di Kénig, pari a 175 7 
per animale. 


b) Reazione con bromuro di cianogeno. 


Questa reazione misura I’estere. etilico del- 
l’acido nicotinico, insieme all’acido nicotinico 
e all’amide nicotinica presenti. 

Il metodo consiste nel trattare |’urina tam- 
ponata a pH 6,3 con una soluzione acquosa 
satura di sen di cianogeno: si sviluppa 
una colorazione giallo-verdastra, Ja cui inten- 
sita va aumentando pit o meno rapidamente, 
a seconda della quantita di sostanza presente. 
Le misure di estinzione sono state effettuate 
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GIORNI DI ESPERIENZA .... 2 | 3 | 5 } 6 |? 8 [9] 12] 9] 15 | 7 | | 19 | 20] 
SOSTANZE SOMMINISTRATE: 
Estere etilico dell’ac. nicotinico mg 1,62 1.62 1.62 


Vitamina B, .2 | 0, 02 


Cloridrato di colina .01 10,01 


URINA ESCRETA IN 24 ORE, ce 2+] 16] 35] 36) 18] 18] 26) 29 | 24) 18] 24] 29 | 28 35] 28 | 38 41] 52] 
(per animale; valore medio) 
PRODOTTI ESCRETI IN 24 ORE: 
(per animale; valore medio) 


Ac. nicotinico 100 


(escrezione totale in y) Grarico I 


Concentrazione ac. nicotinico . . 1731431 27 |23.0] 82) |168|10.1| 65 |10.0] 5.4] 44] 7.1 | ss] 5.0 |s0.4] 62 | 56] 39] 49 
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Estere etilico dell’ac. nicotinico + 
+ac. nicotinico. 
(escrezione totale in y) 


Grarico II 


Conc. estere etilico dell’ac. 


ac. nicotinico . Teo] so 39| 39] 8 30 |243|19.27] 19 | | 20,6] 13.5] 5] 15.5] 11 | 196] 148 


Trigonellina + trigonellinamide 400 _| 
(escrezione totale in y) 
300 Grarico III 
Conc. trigonellina + 200 


+ trigonellinamide (in y/cc). . 150] 165 106 | 108} 160 124] 106 128 | | 101 | 136] 93 160| 120] 137 | 146] 78 | n| % 


Trigonellinamide 
(escrezione totale in 
Grarico IV 
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15 minuti dopo I’addizione de! reattivo, me- 
diante spettrofotometro Beckman DU alla 
lunghezza d’onda di 400 my, poiché in tale 
zona dello spettro si é osservato un massimo 
di assorbimento. 

stato costruito un grafico di taratura, 


mediante il quale si valuta la concentrazione 
dell’estere etilico, insieme all’acido nicotinico 
e alla nicotinamide presenti nelle urine. 

Dal grafico II relativo alla reazione con 
bromuro di cianogeno, appare che dopo le 
prime due somministrazioni di 1620 y di 
estere etilico per animale, si ha eliminazione 
di circa rispettivamente 125-100 y di prodotti, 
sotto forma di estere etilico, acido e amide 
nicotinici. 

La terza somministrazione, sotto carico di 
vitamina B, e donatore di metili, porta ad 
una reazione molto pid intensa, forse a causa 
di qualche sostanza interferente. 

Tenendo presente che con la reazione di 
Kénig si dosa, insieme all’acido nicotinico 
all’amide, il 50% dell’estere etilico, e che la 
reazione con BrCN dosa la somma delle tre 
sostanze, pud valutarsi che l’escrezione di 
estere etilico dopo la prima e la seconda som- 
ministrazione sia di 80-110 e 90-110 y, il che 
corrisponde rispettivamente al 5,8 e¢ al 6,1% 
dell’estere etilico somministrato. 


c) Reazione di Roggen. 


La reazione di Roggen (11, 12) dosa la som- 
ma della trigonellina e trigonellinamide pre- 
senti nell’urina, insieme ad altre sostanze di 
struttura simile. 

Dopo la prima e la seconda somministra- 
zione di 1620 y di estere etilico per animale, 
non si apprezzano aumenti significativi dei 
prodotti che danno positiva la reazione di 
Roggen (grafico III). Cid si verifica a causa 
dell’interferenza di altre sostanze presenti nel- 
Turina. 

Un aumento significativo dei prodotti che 
danno positiva la reazione di Roggen si 
osserva invece quando la somministrazione 
di estere etilico avviene sotto carico di 
vitamina B, e di colina. Tale aumento é 
dell’ordine di 70-90 y di trigonellina + trigo- 
nellinamide. 
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d) Reazione di Huff. 
La reazione di Huff (10) & specifica per la 


trigonellinamide, la quale viene valutata me- 
diante una misura di fluorescenza, in riferi- 
mento ad un grafico di taratura. 

Dal grafico IV relativo a tale reazione 
appare che la prima somministrazione di 
1620 y di estere etilico per animale da luogo 
ad una eliminazione di 45-55 y di trigonellina- 
mide, corrispondenti a circa il 3% dell’estere 
somministrato. Tale eliminazione avviene 
entro le 24 ore successive alla somministra- 
zione. 

La seconda somministrazione di 1620 y di 
estere etilico da luogo ad una eliminazione di 
45-55 y di scipuncllinemnide, corrispondenti 3 
circa il 3% dell’estere somministrato. Tale 
eliminazione avviene entro 2-3 giorni. 

La terza somministrazione, eftettuata sotto 
carico di vitamina B, e di colina, da luogo 
all’eliminazione di 60-70 y di ccigonsilinenaided 
corrispondenti a circa il 4% dell’estere som- 
ministrato. 

Poiché dai risultati ottenuti con la reazione 
di Roggen é stato messo in evidenza che la 
quantita di trigonellina + trigonellinamide 
escreta per animale nelle 24 ore é di 70-90 ¥, 
risulta che non si ¢ avuta praticamente alcuna 
eliminazione di trigonellina e quindi che non 
si é verificata la metilazione dell’estere etilico 
dell’acido nicotinico. 


RIASSUNTO 


E stata studiata la suscettibilita all’alchilazione del- 
Pestere etilico dell’acido nicotinico. In vitro tale 
suscettibilita @ dello stesso ordine di grandezza di 
quella della nicotinamide. In vivo lestere nicotinico 
non si metila, ma viene saponificato in acido nicoti- 
nico, il quale segue il metabolismo specifico di questa 
sostanza (acido nicotinico— nicotinamide — trigonelli- 
namide — piridone). 


RESUME 


Recherches sur la méthylation de Vester éthyli,.e de 
l’acide nicotinique. 


Les auteurs ont étudié la susceptibilité 4 l’alk: ‘on 
de Vester éthylique de l’acide nicotinique. I 
cette susceptibilité est du méme ordre de gr> 
que celle de la nicotinamide. In vivo l’ester 
nique ne subit pas de méthylatic 1, mais il 
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contraire saponifié en acide nicotinique, lequel suit 
le métabolisme spécifique de cette substance (acide 
nicotinique — nicotinamide — trigonellinamide — pyri- 


done). 
SUMMARY 


Investigations on the methylation of the ethylic ester of 
nicotinic acid. 

The susceptibility to alkylation of the ethylic ester 
of nicotinic acid was studied. In vitro this suscepti- 
bility is of the same order of magnitude as that of 
nicotinamide. In vivo the nicotinic ester is not me- 
thylated, but is saponified into nicotinic acid, which 
follows the specific metabolic pattern of this com- 
pound (nicotinic acid — nicotinamide — trigonellina- 
mide + pyridone). 


ZUSAMMENFASSUNG 


Untersuchungen iiber die Methylierung des Nicotin- 
sdureathylesthers. 


Die Empfinglichkeit des Nicotinsiureathylesthers 
zur Alkylierung wurde iiberpriift. In vitro ist diese 
Empfanglichkeit der des Nicotinamides gleichwertig. 
In vivo wird der Nicotinesther nicht methyliert, 
sondern zu Nicotinsaure verseift ; diese untersteht dem 
fiir diese Substanz spezifischen Stoffwechsel (Nico- 
tinsiure— Nicotinamid — Trigonellinamid— Pyridon). 


RESUMEN 


Investigaciones sobre la metilacién del éster etilico del 
dcido nicotinico. 

Se ha estudiado la susceptibilidad a la alquilacién 
del éster etilico del Acido nicotinico. In vitro dicha 
susceptibilidad es del mismo grado que la de la 
nicotinamida. In vivo el éster nicotinico no sufre 
metilaci6n y es en cambio saponificado en Acido 
nicotinico, el cual sigue el metabolismo especifico 
de esta substancia (acido nicotinico — nicotinamida— 
—trigonelinamida — piridona). 
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LABORATOIRE DE LA DIRECTION MEDICALE CENTRALE DE LA SOCIETE LEPETIT - MILAN 


(Directeur: Prof. F. M. Chiancone) 


Métabolisme du tryptophane, activité TPO et cynuréninase 
dans la régénération hépatique 


E. GINOULHIAC 


Des observations préliminaires (effectuées 
dans le cadre des recherches sur le métaboli- 
sme du tryptophane actuellement en cours 
dans nos Laboratoires) nous avaient montré 
qu aprés hépatectomie partielle |’élimination 
urinaire des métabolites a tryptophane faisant 
suite 4 l’administration de*cet acide aminé, 
apparaissait sous certains aspects altérée. Il nous 
a semblé intéressant d’approfondir le probléme 
surtout parce que ol nous aurait permis 
dexplorer une fonction métabolique bien 
déterminée dans une condition — l’hépatecto- 
mie partielle — dans laquelle les études sur 
la ven fonctionnelle résiduelle du foie sont 
encore peu nombreuses (1). 

Au cours de cette communication nous 
allons rapporter les données in vivo sur Téli- 
mination urinaire des métabolites aprés ad- 
ministration de tryptophane et les données 
in vitro de deux activités enzymatiques du 
foie (TPO et cynuréninase), dont I’étude 
semblait étre plus immédiatement suggérée 
par les données in vivo. 

L’étude du métabolisme du tryptophane 
in vivo a été effectuée par nous sur un groupe 
de rats maintenus 4 un régime (*) constante 
et équilibré, auxquels nous avions administré 
par voie oesophagienne une dose unique 
(s00 mg/kg) de l’acide aminé, 24 heures aprés 
l’hépatectomie partielle ou la fausse inter- 


(*) Composition du régime (p. 100): 
Caséine lavée 18, amidon 58, saccharose 10, huile d’olive 
10, mélange salin Osborne-Mendel 4, vitamine D 50 U.L., vi- 
mine K 20 pg; chaque kg de régime était additionné des vita- 
mines suivantes: thiamine 2 mg, lactoflavine 4 mg, pyridoxine 
6 mg, d-pantothénate de calcium 10 mg, nicotinamide 60 mg, 
aminobenzoate de sodium 600 mg, acide folique 200 pg, 
jotine 100 yg, vitamine B,2 20 pg, inositol 300 mg, choline 
600 mg. Une fois par semaine: vitamine A 350 U.I. et a-toco- 
phérol 6 mg. 


vention. La récolte des urines des animaux en 
question avait lieu dans des cages 4 métaboli- 
sme pendant les 24 heures faisant suite 
l’administration de tryptophane; sur ces urines 
nous avons pratiqué le dosage direct de cer- 
tain métabolites et l’analyse chromatographi- 
que unidimensionnelle ascendante. Le méta- 
bolisme du tryptophane se référe donc pour 
le moment 4 la période qui va de la 24&me 
a la 48éme heure de régénération. 

L’élimination urinaire (tableau I) des méta- 
bolites que nous avons étudiés chez les rats 
hépatectomisés par rapport aux témoins non 
opérés et aux faux opérés, présente: une aug- 
mentation nette et constante de la cynurénine; 
une modeste augmentation des substances 
diazotables (déduction faite de la fraction re- 
lative 4 la cynurénine et exprimées en acide 
anthranilique); une variation faible et peu 
significative de l’acide xanthurénique; une 
franche diminution des corps nicotiniques. 

Ces résultats sont confirmés par |’analyse 
chromatographique (tableau II) et bien que 
nous n’ayons pas effectué de dosages directs 
sur les taches identifiges, il a été toutefois possi- 
ble d’arriver 4 une appréciation sub-quantita- 
tive basée sur l’intensité de fluorescence caracté- 
ristique de certains métabolites exposés 4 la 
lampe de Wood: ce qui nous a permis de 
constater une augmentation dans |’élimination 
d’acide cynurénique et l’absence de la 3-hy- 
droxycynurénine et de son conjugué. 

Si l'on observe ces résultats par rapport 4 
l'un des schémas connus et acceptés pour le 


Ce travail a été présenté au IVe Congrés International de Biochi- 
mie (qui s'est déroulé a Vienne du ter au 6 Septembre 1958, sous 
le titre « Activité TPO du foie et métabolisme du tryptophane dans 
la régénération hépatique »). 


55 


Taseau I - Elimination urinaire de métabolites dy tryptophane chez des rats partiellement hépatectomisés. 


Résultats exprimés en mg/100 mg de ]-tryptophane administré — Valeurs moyennes + erreur standard. 


Conditions 
et nombre d’animaux Cynurénine 


Acide 
anthranilique 


| 0,231 + 0,014 


0,242 


0,3 | 0,229 + 0,031 | 0,220 


0,5* 


0,096 + 0,026* 0,103 + 0,016 * 


*P < 0,001; **P < 0,01. 


Rats Wistar adultes, males’ et femelles, répartis en nombre 


de Higgins et Anderson. 


égal, d’un poids de 250 4 300 g, hépatectomisés selon la technique 


La dose de ]-tryptophane (500 mg/kg /os) était administrés 24 heures aprés l’intervention. 
Les métabolites étaient dosés dans les urines des 24 heures faisant suite 4 l’administration de l’acide aminé. 
Pendant la période de récolte des urines les rats étaient maintenus a un régime exclusivement hydrique. 


métabolisme du tryptophane, comme par 
exemple le schéma simplifié il apparait de 
facon evidente qu'une accumulation de cynu- 
rénine indique d’une maniére générale une 
disproportion relative entre les phases méta- 
boliques qui produisent de la cynurénine 4 
partir du tryptophane et les phases qui tran- 
sforment la cynurénine en d'autres produits. 

Les réactions enzymatiques qui transforment 
le tryptophane en cynurénine sont catalysées 
par la TPO et par la formylase; on sait ce- 
pendant que cette derniére ne joue jamais 
un role limitant. 


Parmi les réactions enzymatiques qui tran- 
sforment la cynurénine en d'autres produits, 
nous trouvons la cynuréninase, activité respon- 
sable de la scission de la cynurénine et de la 
3-hydroxycynurénine en acide anthranilique 
et en acide 3-hydroxy-anthranilique + alanine 
respectivement. 

L’activité TPO du foie a été étudiée par 
nous sur des rats partiellment hépatectomisés 
et, 4 titre de comparaison, sur des rats soumis 
a une fausse intervention et sur des témoins 
normaux; nous avons en outre étudié le ni- 
veau spontané de TPO et le niveau qui s’enre- 


TABLEAU II — Elimination urinaire de métabolites du tryptophane chez le rat hépatectomisé. 


Etude chromatographique sur papier. 


Metabolites identifies 


3-Hydroxycynurénine 

Cynurénine 

Acide anthranilique conjugué 

Acide cynurénique 
3-Hydroxycynurénine N-acétyl 

Cynurénine N-acéty] 


Acide anthranilique 


Témoins normaux | Fausse intervention Hépatectomie 


Chromatographie unidimensionelle ascendente butanol-acide acétique-H2O (4:1:5). 
Examen 4 la Lampe de Wood (lampe Philips 125W - HP W - Typ. §7202 E/7o). 
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gistce aprés administration de tryptophane. 
L’activité enzymatique a été déterminée sur 
lhomogénat de foie selon la méthode de 
Knox et Mehler (2), que nous avons déja 
appliquée dans d’autres recherches. 

Les résultats que nous présentons dans le 
tableau III montrent qu’aprés plusieurs inter- 
valles échelonnés sur une période de 96 heures 
4 partir de I’hépatectomie partielle, l’activité 
TPO du foie en cours de régénération, expri- 
mée en unités de N du tissu, ne varie pas 
d'une maniére significative; elle conserve en 
outre entiérement sa capacité de répondre 
par une augmentation adaptative 4 Padmi- 
nistration de tryptophane. 

Ce résultats concernant l’activité TPO dans 
le foie en cours de régénération, ne seraient 
qu apparemment en contraste avec ceux obte- 
nus par Thomson et Moss (3); ces auteurs 
affirment en effet avoir constaté une diminu- 
tion nette au cours des premiers jours aprés 
l’hépatectomie, mais il faut tenir compte du 
fait que les auteurs en question expriment le 
niveau d’activité en unités de tissu sec. Or, 
nous avons par contre préféré l’expression 
en unités de N, car dans la régénération faisant 
suite 4 l’hépatectomie partielle, le tissu s’en- 
richit en graisses, ce qui fait que dans le tissu 
sec la fraction proteique se trouve étre consi- 
dérablement diluée par du matériel inerte. 


TaBLeAu III — Activité TPO de l’homogénat de foie 
de rat aprés hépatectomie. 


(exprimé en pMol cynurénine/h/100 mg N — Valeurs 
moyennes + erreur standard) 


Hépatectomie 


foie résiduel 

aprés divers 
délais de 

régénération 


12,3 + 1,4 (8) 
8,9 + 2,1 (18) 
8,8 + 0,4 (12) 
8,9 + 1,0 (8) 


11,8 + 1,0 (8) 
7:4 + 0,7 (18) | 9,64 1,2 (8) | 
10,0 + 2,6(12) |10,7+0,4 (8) | 
10,0 + 1,1 (8) 


48* 


| $6,6 + 4,2 (8) 


| 
61,5 + 2,7 (8) | 


(*) Administration de tryptophane 500 mg/kg par v. intra- 
péritoneale 5 heures avant de sacrifier les animaux; entre paren- 
théses: nombre d’animaux. 


TABLEAU IV - Activité TPO de ’homogénat de foie 
de rat au cours de la régénération. 


Comparaison de valeurs de cynurénine exprimées en 
uMol/h/10oo mg N et en wMol/h/g tissu sec. 


yMolj/h/1oo mg N | —uMol/hig tissu sec 


|Nombre 
| de rats foie enlevé | foie résiduel | foie enlevé foie résiduel 
| temps zéro | 48éme heure| temps zéro | 48éme heure 


| 6 1,0! §,6 + 0,5 9,7 +1,5 §,2+0,5* 


(*) P = 0,01 — 0,00r. 
N dosé dans le foie au temps zéro = 12,9 mg/I00 mg tissu sec. 
N dosé dans le foie 4 la 48¢me heure = 9,5 mg/1I00 mg tissu sec. 


Le tableau IV montre que méme au cours 
de nos expériences des diminutions signifi- 
catives s'enregistrent aprés hépatectomie par- 
tielle si les valeurs de TPO sont rapportées 
au tissu sec au lieu qu’a I’N. 

Pour la détermination de l’activité cynu- 
réninase nous avons utilisé la méthode décrite 
par Knox (4). Les résultats figurants dans le 
tableau V indiquent que la cynuréninase, 
inchangée comme activité rapportée 4 la 
fraction protéique du tissu, se montre 
toutefois Jusiats comme concentration sur 
le tissu sec dans le foie en cours de régéné- 
ration. En d’autres termes, on voit se répéter 
pour la cynuréninase ce que l’on avait déja 
observé pour la TPO. 

La question se pose maintenant de savoir 
jusqu’a quel point les résultats des activités 
enzymatiques in vitro peuvent servir 4 expli- 
quer les p ane rapportés au sujet du méta- 
bolisme du tryptophane in vivo. 

Considérons avant tout qu’au moment de 
’hépatectomie partielle, 4 cause de l’ablation 
de 2/3 du foie, la grandeur absolue des fon- 
ctions enzymatiques étudiées se trouve étre 
réduite 4 1/3; le rétablissement de ces activité 
est moin rapide que celui du poids du foie, 
mais il n’est pas beaucoup plus lent que celui 
des protéines totales du foie. A la 48¢me heure 
de régénération la fonction optimum des 
deux activités par gramme de tissu sec/h est 
de »Mol 5,2 } cynurénine comme telle et 
de uMol 7,4 de cynurénine scindée (dans le 
tissu normal 9,7 et 10,9 respectivement). 

Les conditions rendant possible une accu- 
mulation de cynurénine devraient donc faire 
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TABLEAU V - Activité cynuréninase dans l’omogénat de foie de rat aprés hépatectomie. 
(Valeurs moyennes + erreur standard) 


» Mol cynurénine disparue/h/100o mg N uMol cynurénine disparue/h/g tissu sec 
Fausse opération Héepatectomie Fausse opération 

temps zéro 48éme heure 48éme heure temps zéro | 48éme heure (*) 48éme heure 
| 
8,9 + 0,3 8,2 + 0,3 8,6 + 0,4 10,9 + 0,9 7,1 + 09,5 10,6 + 0,6 

| 
(26) | (26) (16) (26) (26) | (16) 


(*) P < 0,001. Entre parenthéses: nombre d’animaux. 


défaut. Mais l’existence de ces conditions est 
au contraire évidente si l’on considére avec 
Knox que I’activité TPO augmente « adapta- 
tivement» de plusieurs fois aprés administra- 
tion de tryptophane, alors que l’activité cy- 
nuréninasique reste sans changement. 

Cette disproportion crée les conditions pour 
une accumulation de cynurénine déja chez 
l’animal normal; mais nous tenons 4 souligner 
qu'elle est bien plus marquée chez l’animal 
partiellement hépatectomisé. 

Il ne faut pas oublier toutefois que la cynu- 
rénine est normalement métabolisé méme par 
des voies autres que la cynuréninase et il se 
pourrait que dans le foie en cours de régé- 
nération quelques-unes de ces voies soient 
déprimées. Certains données déja rapportées 


au sujet du métabolisme, comme par exemple 
la diminution de I’acide nicotinique et dérivés, 
la faible variation de l’acide xanthurénique, 
étapes qui passent par la 3-hydroxycynuré- 
nine, font songer 4 une altération des processus 
d’oxydrylation en position 3, hypothése cette 
derniére qui semble d’autant plus possible si 
l’on considére que l’oxydrylase est un enzyme 
mitochondrial et qu'il pourrait donc se ré- 
tablir plus lentement aprés hépatectomie 
partielle (5). 

On pourrait donc songer 4 une plus forte 
production de cynurénine en concomitance 
avec un blocage ou une variation des activités 
enzymatiques sur la ligne des métabolites 
oxhydrilés (dans le schéma 4 droite de la ligne 
pointillée), d’ot une poussée métabolique plus 


TABLEAU VI - Elimination urinaire des métabolites du tryptophane chez le rat hépatectomisé 
par rapport avec le rat carencé en vitamine Bg ou Bo. 


Métabolites 48 heures | veemine B, B, vitamine By 
| 
3-Hydroxycynurénine ................ + + 
Acide anthranilique conjugué ........ + + + + + — 
Acide xanthurénique ................. + + + | 
| Acide cynurénique +++ + + + + | 
| 3-Hydroxycynurénine N-acétyl ....... + + + 
| Cynurénine N-acétyl ................ +++ + + + + + + + 

| + + + + | 


J 
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+» 1953, 53, §13 (7). - 


() Nos données — (") Dalgliesh — Brit. med. Bull., 1956, 12, 49 (6). (’’) Charconnet-Harding et Coll. - Biochem. 
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marquée sur la ligne des métabolites non 
oxhydrilés (acide cynurénique, N-acétyl-cy- 
nurénine, acide anthranilique et conjugués) 
comme voie de décharge de la cynurénine 
produite en excés. 


fcide cynurérique Acide xanthurenique 
++ 
t 
Tryptcphane —————» Cynurénine ————+ 3-QH-cynurénine 
+++ 
| 
Acide cottranilique Acide 3-OH-anthronilique —> Acide nicotinique 
++ -- 


Dans le schéma simplifié du métabolisme du triptophane nous 
avons indiqué par + ou — les variations constatées chez le rat 
hépatectomisé par rapport au témoin normal ou au faux opéré. 


Il est évident que les résultats de nos expé- 
riences peuvent justifier ou suggérer la né- 
cessité recherches spécifiques sur 
ce probléme. Dans l'état actuel, il nous semble 
au contraire opportun de confronter le tableau 
métabolique du tryptophane chez le rat a 
foie en cours de régénération avec les tableaux 
métaboliques du tryptophane chez des rats 
soumis 4 d’autres conditions expérimentales. 

Nous rappelerons ici que le foie en cours 
de régénération apparait relativement pauvre 
en certains co-enzymes tels que le CoA, et 
quoique l'on manque de expéri- 
mentales (tout au moins d’aprés nos connais- 
sances), on ne peut pas exclure que cela puisse 
se vérifier méme pour les formes actives des 
vitamines qui sont les plus intéressées dans le 
métabolisme du tryptophane, c’est-a-dire la 
B, et la Bg. 

Mais si nous comparons dans le tableau VI 
le tableau métabolique obtenu aprés admi- 
nistration de tryptophane dans la régénéra- 
tion consécutive a avec les 
tableaux bien connus qui s’obtiennent par 
suite de carences vitaminiques, nous con- 
statons que chez le rat hépatectomisé, dans le 
délais compris entre la 24éme et la 48éme 
heure de régénération, l’élimination urinaire, 
par rapport aux témoins normaux, se montre: 
~ Gow en ce qui concerne la cynurénine 
ibre et conjuguée, plus forte en ce qui con- 
cerne l’acide cynurénique, plus faible pour ce 


qui a trait 4 l’acide nicotinique et 4 la N,- 
-méthylnicotinamide. Par rapport aux ani- 
maux carencés en vitamine B, on remarque: 
l’absence de 3-OH-cynurénine et conjugués, 
la présence d’acide anthranilique et conjugués, 
une plus forte teneur en cynurénine et conju- 
gués, une teneur bien plus faible en acide 
xanthurénique. L’élimination urinaire du rat 
4 foie en cours de régénération différe de 
l’élimination urinaire des rats carencés en vi- 
tamine B, par: la présence constante de la 
cynurénine libre et conjuguée, l’absence de 
la 3-OH-cynurénine libre et conjuguée. Par 
rapport aux rats carencés en vitamine B, 
et B, a la fois, l’élimination du rat a foie en 
cours de régénération différe par: la présence 
de cynurénine libre et conjuguée, la présence 
constante d’acide xanthurénique, l’absence con- 
stante de 3-HO-cynurénine libre et conjuguée. 
Ces tableaux métaboliques divers, comme 
on pouvait en quelque sorte le prévoir, mon- 
trent la possibilité que des lésions biochimiques 
se produisent 4 des niveaux divers dans chaque 
état fonctionnel particulier, et que quelques- 
unes de ces lésions soient par conséquent 
lindice d’un état particulier. 
Chez le rat partiellement hépatectomisé les 
différences -bien marquées qui se constatent 
sont donc vraisemblament imputables non 
seulement 4 la diminution quantitative du 
tissu hépatique, mais aussi a de insuffisances 
fonctionnelles du foie résiduel. 


RESUME 


L’auteur a étudié chez le rat hépatectomisé les 
variations des métabolites urinaires du tryptophane 4 
la suite d’administrations d’une surcharge (0,5 g/kg) 
de l’acide aminé. Ayant constaté une forte augmenta- 
tion de l’élimination urinaire de cynurénine, l’auteur 
a étudié dans le foie régénérant deux activités enzy- 
matiques étroitement liées 4 la formation et 4 la 
scission de la cynurénine: TPO et cynuréninase. 
Les résultats prouvent que les activités enzymatiques 
en question ne varient pas dans le foie régénérant 
comparativement au foie 4 |’état de repos si on les 
rapporte 4 l’azote protéique du tissu, tandis qu’elles 
diminuent d’une maniére significative si on les 


rapporte 4 un gramme de tissu sec. L’auteur discute 
la signification de ces résultats par rapport aux va- 
riations constatées dans les métabolites 
du tryptophane. 


urinaires 


59 


ple 
A 

rés, 
ue, 
ré- 
sus 
tte 
Si 
e 
ré- 
ie 
rte 
ce 
tés 
tes 
ne 
lus 
| 

| 

| 

| 

aii. 


RIASSUNTO 


Metabolismo del triptofano, attivita TPO e chinureni- 
nasi nella rigenerazione epatica. 


L’Autore ha studiato nel ratto epatectomizzato le 
variazioni dei metaboliti urinari del triptofano in 
seguito a somministrazioni di un carico (0,5 g/kg) 
dell’aminoacido. Constatato un forte aumento del- 
l’eliminazione urinaria di chinurenina, ha studiato 
nel fegato rigenerante due attivita enzimatiche in 
stretto rapporto con la formazione e la scissione della 
chinurenina: TPO e chinureninasi. I risultati dimo- 
strano che le dette attivita enzimatiche non variano 
nel fegato rigenerante rispetto al fegato a riposo 
se rferite all’N proteico del tessuto, mentre dimi- 
nuiscono significativamente se riferite a grammo di 
tessuto secco. L’Autore discute il significato di questi 
risultati in correlazione con le variazioni riscontrate 
nei metaboliti urinari del triptofano. 


SUMMARY 
Tryptophan metabolism, TPO activity and kynure- 


ninase in liver regeneration. 


The variations of tryptophan metabolites in the 
urine following administration of a high dose (0,5 g/kg) 
of this amino acid were studied in hepatectomized 
rats. A strong increase in the urinary output of 
kynurenine having been shown, two enzymatic 
activities strictly correlated with formation and 
breakdown of kynurenine, TPO and kynureninase, 
were studied in the regenerating liver. The results 
demonstrate that these enzymatic activities do not 
show any variation in the regenerating liver with 
respect to the resting liver, when referred to the 
protein nitrogen content of the tissue, while a si- 
gnificant decrease can be shown when they are 
referred to the tissue dry weight. The significance 
of these findings is discussed in connection with the 
variations of the tryptophan metabolites in the urine. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Tryptophanhaushalt, TPO-und Kynureninase-Wirkung 
bei der Leberregeneration. 


Der Verfasser hat die durch Verabfolgungen einer 
massiven Dosis (0,5 g/kg) von Tryptophan an der 
hepatektomisierten Ratte verursachten Abanderungen 
der mit dem Harn ausgeschiedenen Abbauprodukte 
dieser Aminosaure studiert. Nachdem eine starke 


Erhéhung der Harnausscheidung von Kynurenin 
festgestellt wurde, wurden auch bei der in Rege- 
neration stehenden Leber zwei enzymatische Wirk- 
stoffe studiert, die in enger Verbindung mit der 
Entstehung und der Ausscheidung von Kynurenin 
stehen: TPO und Kynureninase. Die Resultate zeigen, 
dass die genannten enzymatischen Wirkstoffe in der 
in Regeneration stehenden Leber im Bezug zu dem 
Organ keine Abanderungen zeigen, wenn 
man sie auf dem proteischen N des Gewebes bezieht, 
wihrend sie einer bedeutenden Erniedrigung unter- 
stehen, falls auf Gramm Trockengewebe bezogen. 
Der Verfasser erdrtert die Bedeutung dieser Resultate, 
mit Beziehung zu den Abanderungen, die bei den 
mit dem Harn ausgeschiedenen Abbauprodukten 
des Tryptophans festgestellt wurden. 


RESUMEN 


Metabolismo del triptéfano, actividad TPO y cinure- 
ninasa en la regeneracién hepdtica. 


El autor ha estudiado en la rata hepatectomizada 
las variaciones de los metabolitos del triptofano 
después de administraciones de una _ sobrecarga 
(0,5 g/kg) del aminoacido. La comprobacién de un 
fuerte aumento de la eliminacién urinaria de cinu- 
renina, ha llevado el autor a estudiar en el higado 
regenerante dos actividades enzimicas estrechamente 
ligadas a la formacién y a la escisién de la cinurenina: 
TPO y cinureninasa. Los resultados demuestran que 
dichas actividades enzimicas no varian en el higado 
regenerante respecto al higado en estado de reposo 
cuando se relacionan con el nitrégeno proteico del 
tejido, mientras que disminuyen de manera signifi- 
cativa cuando se relacionan con un gramo de tejido 
seco. El autor discute el significado de estos resul- 
tados en relacién con las variaciones registradas en 
los metabolitos urinarios del triptéfano. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI BOLOGNA 
(Direttore: Prof. G. Sotgiu) 


Azione della vitamina B, e del suo estere mono- 
fosforico (FMN) sul metabolismo azotato del ratto 


F. PEDRAZZI - M. LOLI PICCOLOMINI - L. L. BARBIERI 


Per quanto ancora non completamente nota, 
soprattutto in patologia umana, |’azione della 
vitamina B, sul metabolismo proteico appare 
degna di interesse. 

In campo pediatrico é stato dimostrato (4) 
che tale vitamina, somministrata a piccole 
dosi, favorisce all’inizio i. processi del cata- 
bolismo proteico, per esaltare in seguito quelli 
di sintesi. Sperimentalmente, in ratti a dieta 
aproteica, la vitamina determinerebbe un au- 
mento del catabolismo proteico endogeno (7). 
Interessanti modificazioni dei rapporti glico- 
proteici sono state osservate, ad opera della B,, 
durante carico di glucosio, con aumento 
terminale del tasso proteico ematico ed albu- 
minico in particolare (5). Uno di noi (6) ha 
rilevato aumento protidemico soprattutto a 
carico della frazione albuminica, dopo dosi 
successive di riboflavina in soggetti normali; 
effetto che era dato riscontrare anche, con 
diverse dosi vitaminiche, in soggetti ipo- 
disprotidemici. 

Recenti nostre ricerche (1) sono state rivolte 
allo studio dei processi di assorbimento e di 
utilizzazione di miscele equilibrate di amino- 
acidi somministrate per os, in soggetti normali, 
carenzati € Cirrotici, sottoposti a carichi unici e 
ripetuti per sette giorni di notevoli dosi di ribo- 
flavina e del suo estere monofosforico (FMN). 

I risultati dimostrano, con elevato grado di 
attendibilita statistica, che entrambe le sostanze 
agiscono favorevolmente sull’assorbimento 
sull’utilizzazione degli aminoacidi. Nei sog- 
getti carenti, la ma soprattutto 
determinano un vistoso miglioramento del- 
l'assorbimento intestinale, specie dopo carico 
tipetuto; l’espressione grafica delle curve 
aminoacidemiche da carico palesa: acme pit 


pronto e nettamente pil elevato; parte ter- 
minale pit bassa. Nei cirrotici si deve dedurre 
un miglioramento dei processi di utilizza- 
zione degli aminoacidi, specie per opera del 
carico protratto di FMN, poiché le elevate 
curve aminoacidemiche di tali pazienti pre- 
sentano una flessione della loro parte termi- 
nale. 

Questi dati, e le deduzioni che ne sono state 
tratte, sono confortati altresi dal comporta- 
mento dell’escrezione dell’azoto aminico to- 
tale urinario. 

Apparendo quindi giustificato ritenere che 
tali effetti, riscontrabili soprattutto ad opera 
dell’ FMN, condizionassero un miglioramento 
del metabolismo proteico (azione di risparmio), 
se ne é voluto saggiare l’eventuale effetto 
favorente la ritenzione di azoto in animali 
trattati con cortisone, steroide di cui @ nota 
la proprieta di ostacolare l’anabolismo pro- 
teico. 


MATERIALE E METODO 


Sono stati impiegati 6 lotti di 6 ratti maschi 
ciascuno, di razza Sprague-Dawley, del peso 
medio di circa 150 g. Essi sono stati alimentati 
con la dieta di Randoin e Causeret, la quale 
possiede, come é noto, una percentuale pro- 
teica del 15,3 °% ed un contenuto azotato del 
2,45%, da noi controllato al Kjeldahl. 

In via preliminare é stato accertato che fra 
i 6 lotti di animali, mantenuti in gabbie da 
tre ratti, non fossero reperibili significative 
differenze di bilancio azotato. 

In seguito il primo lotto di ratti veniva 
trattato sterilmente con iniezioni intramu- 
scolari quotidiane di ml 0,5 di veicolo diluente. 
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Il secondo lotto, nelle stesse condizioni, rice- 
veva giornalmente 20 mg/kg di cortisone; 
il terzo lotto veniva trattato con 20 mg/kg 
di cortisone (*) e con 5 mg/kg di FMN (**); 
il quarto lotto riceveva il solo FMN alla dose 
di 5 mg/kg; al quinto lotto veniva som- 
ministrato cortisone alla dose di 20 mg/kg + 
+ 5 mg/kg di B, (***) ed il sesto lotto ri- 
ceveva solo 5 mg/kg di vitamina B,. 

Le diverse somministrazioni venivano por- 
tate tutte a volume di ml 0,5 con il veicolo 
diluente. 

Si determinava, dal peso di mangime uti- 
lizzato, il quantitativo di azoto ingerito e si 
raccoglievano, in tutti i lotti di animali, se- 
paratamente, le urine e le feci per la determi- 
nazione dell’azoto totale escreto, secondo il 
metodo di Kjeldahl. 

Tale sperimentazione ha avuto la durata 
di 11 giorni, a simiglianza del procedimento 
seguito da Cresseri e Coll. (2). 


RISULTATI 


Nella tabella sono esposti i risultati ottenuti 
e riferiti al coefficiente di ritenzione azotata, 
secondo la formula: 


Nj - Ne 


CUN = N, 


in cui Nj = azoto introdotto con gli alimenti 
e dato in mg/100 g/ratto; 

N. = azoto urinario e fecale totale giornaliero 
escreto e dato in mg/100 g/ratto. 

Poiché abbiamo notato che le curve di 
eliminazione dell’azoto urinario e fecale co- 
minciavano a divergere, nei ratti di controllo 
ed in quelli trattati, a partire dal 5° — 7° giorno, 
nella tabella vengono riportati soltanto i dati 
relativi all’ultimo periodo di esperienza (7° - 
II° giorno). 

I risultati sperimentali mettono in evidenza 
quanto segue (vedi tabella): 


1) diminuzione dell’ utilizzazione dell’azoto 
nel lotto di animali trattati con cortisone, 
rispetto a quello trattato con veicolo diluente; 


*) Cortone Merck. (**) Estere 1-5 fosforico sale monosodico 
Roche, (***) Beflavina Roche. 
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Giomno | | 
di |Ne| CUN Ni Ne) CUN 
= 
1° lotto 2° lotto 
(veicolo) (cortisone) 
? 6 | 137 96) 0,30 6 | 142) 106} 0,25 
8° 6 | sal 112| 0,25 | 6| ig 112! 0,22 
9° 6 | 141 105, 0,25 6 | 704) 0,23 
10° 6 | 130 0,24 | 6| 129 0,16 
| | | 
11° 6 | 152 112) 0,26 | 6 | 131) 99, 0,24 


Intero periodo| 30 | 142 104 0,26+ 30 | 136, 105) 0,22+ 


107, 0,26 
| 


Intero periodo | 30 | 146 103 | 0,28+ | 30 


+0,0104 | | |+0,0158 
| 
3° lotto 4° lotto 
(cortisone + FMN) | (FMN) 
6 | 150) 108) 0,28 | 6 | 139) 98! 0,29 
8° 6 0,35 6 | 138 94 0,31 
9° 6 | 135) 99) 0,26 6 | 155 107) 0,39 
10° 6 | 128} 94) 0,26 6 | 182 III) 0,39 
11° 6 | 145 6 | 134 98) 0,26 
| 


+0,0174) +0,0261 
5° lotto 6° lotto 
(cortisone + B>) (B2) 
| | | | 
6 139 104, 0,33 | 6 | 142) 103) 0,27 
go 119) 0,26 6 | 98 0,25 
| | | 
9° 5 a 98 0,23 6 | 147| 107| 0,27 
10° 5 100 0,24 | 6! 159) 0,25 
11° 5 | 144) 106 0,26 | 6 | 136 99) 0,27 
Intero periodo | 26 0,26+) 30 143 105) 0,26+ 
| } +0,0176 


} 


P delle differenze tra le medie nei paragoni tra i gruppi (sempre 
per 8 gradi di liberta): 1° e 2°, < 0,1; I° € 4°, < 0,05; 2° € 
3°, < 0,05; 2° € 5°, < 0,2; 4° € 6°, < 0,05. 


2) tale diminuzione scompare, per dar 
luogo ad aumento, nel gruppo di animali 
trattati con cortisone e FMN associati; 


3) consente un’utilizzazione azo- 
tata negli animali non trattati con cortisone, 
molto maggiore e statisticamente significativa 
rispetto alla riboflavina semplice; 
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4) Tazione della vitamina B, nel ratto 
trattato con cortisone appare molto meno ef- 
ficace. La differenza tra i gruppi 2 e¢ 5 é 
infatti scarsamente significativa. 


COMMENTO 


Si rileva che, pur essendovi in tutti i gruppi 
di animali un bilancio azotato positivo, trat- 
tandosi di animali giovani, tale bilancio é 
particolarmente favorito dall’estere monofo- 
sforico della vitamina B, rispetto alla ribo- 
flavina libera. Tali risultati armonizzano con 

uelli da noi precedentemente rilevati nel- 
luomo (1). 

Questo miglioramento reso possibile, 
sebbene in minore misura, dall7FMN anche 
negli animali trattati con cortisone. 

Appare cioé ipotesi plausibile il riferire ad 
un'azione di risparmio proteico l’effetto che 
l'FMN aveva dimostrato, in modo pitt evidente 
della riboflavina semplice, sulle curve ematiche 
di azoto aminico da carico orale di amino- 
acidi, da noi osservato nell’uomo (1). 

La dimostrazione di un’azione favorente la 
ritenzione azotata da parte dell’FMN potrebbe 
rappresentare un ulteriore elemento a favore 
della tesi, gia noi da sostenuta in altra sede 
con altri argomenti (1), che l’abbassamento 
della parte terminale delle curve aminoacide- 
miche da carico orale, non fosse da imputarsi 
a minore assorbimento, ma bensi a maggiore 
utilizzazione degli aminoacidi somministrati. 

Dall’insieme delle nostre ricerche risulta 
che solo corregge l’esaltato catabo- 
lismo dell’azoto indotto dal cortisone, mentre 
la riboflavina semplice esplica un’azione scar- 


samente significativa in tal senso. 


Questo fatto potrebbe essere posto in re- 
lazione con l’ipotesi di Laszt e Verzar (3, 8). 
Questi AA. sostengono infatti che la fosfori- 
lazione della B, avviene soprattutto a livello 
dei surreni o sotto I’influenza favorente di 
queste ghiandole, tanto che nel morbo di 
Addison sono presenti notevoli turbe della 
fosforilazione della B,, cosi come é stato visto 
anche in animali surrenectomizzati. Quindi 
con la somministrazione di cortisone e la 
conseguente atrofia surrenalica si potrebbe 


realizzare una turba della fosforilazione ribo- 
flavinica, come sembra appunto risultare dalle 
nostre ricerche. 


RIASSUNTO 


A complemento di precedenti ricerche, gli AA. 
studiano il metabolismo dell’azoto su 36 ratti, distinti 
in 6 gruppi, il 1° dei quali viene trattato con veicolo 
diluente, il 2° con cortisone, il 3° con cortisone + 
FMN, il 4° con solo FMN, il 5° con cortisone + Bg 
ed il 6° con sola By. I risultati dimostrano che 
favorisce, pit: intensamente della riboflavina 
semplice, la ritenzione azotata e si oppone all’azione 
catabolica esercitata dal cortisone, a differenza della 
vitamina By. Questi dati confermano le conclusioni 
che gli AA. avevano gia tratte dallo studio dell’in- 
fluenza dell’FMN e della vitamina B, sul metabolismo 
degli aminoacidi. 


RESUME 


Action de la vitamine By et de son ester monophosphorique 
(FMN) sur le métabolisme azoté du rat. 


En complément de recherches précédentes, les 
auteurs étudient le métabolisme de l’azote chez 36 
rats, subdivisés en 6 groupes, dont le premier est 
traité par le liquide utilisé comme solvant, le deu- 
xiéme par la cortisone, le troisitme par cortisone + 
FMN, le quatriéme par le seul FMN, le cinquiéme 
par cortisone + vitamine Bg et le sixiéme par la 
seule vitamine Bg. Les résultats prouvent que le 
FMN favorise, 4 un plus fort degré que la ribofla- 
vine simple, la rétention azotée et que, a la différence 
de la vitamine Bg, il s’oppose a l’action catabolique 
exercée par la cortisone. Ces données confirment les 
conclusions que les auteurs avaient deja tirées de 
étude sur l’influence exercée par le FMN et par 
la vitamine Bg sur le métabolisme des acides aminés. 


SUMMARY 


Action of vitamin Bg and its monophosphoric ester (FMN) 
on the nitrogen balance in the rat. 


As a complement to previous work done by the 
same Authors, the nitrogen balance was studied in 
36 rats, divided into 6 groups of which the first was 
treated with diluting vehicle, the second with 
cortisone, the third with cortisone + FMN, the 
fourth with FMN only, the fifth with cortisone + 
vitamin Bg and the sixth with vitamin Bg only. 
The results show that FMN increases the nitrogen 
retention more intensely than the simple riboflavin 
and antagonizes the catabolic action of cortisone, 
whil this action is not displayed by vitamin Bg. 
These data confirm the conclusions already drawn 
by the Authors from the study of the influence 
of FMN and vitamin By, on the metabolism of 
aminoacids. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


Wirkung des Vitamins Bg und seines monophosphori- 
schen Esters (FMN) auf den Stickstoffmetabolismus 
der Ratte. 


In Erginzung vorangegangener Untersuchungen, 
priifen die Verfasser den Stickstoffmetabolismus an 
36 in 6 Gruppen unterteilten Ratten. Die erste dieser 
Gruppen wird mit einem Verdiinnungsmittel behan- 
delt, die zweite mit Cortison, die dritte mit Cortison 
+ FMN, die vierte mit nur FMN, die fiinfte mit 
Cortison + Bg und die sechste mit nur By. Die 
Resultate zeigen, dass FMN, in grésserem Ausmasse 
als das einfache Ryboflavin, die Stickstoffretention 
begiinstigt und, im Gegensatz zu Vitamin By, dem 
vom Cortison ausgeiibten katabolischen Effekt 


entgegenwirkt. Diese Angaben bestatigen die Schluss- 
folgerungen, die Autoren schon aus dem Studium 
der Wirkung des FMN und des By auf den Amino- 
sdurenstoffwechsel gezogen hatten. 


RESUMEN 


Accién de la vitamina Bg y de su éster monofosfdrico 
(FMN) sobre el metabolismo nitrogenado de la rata. 


Como complemento de investigaciones anteriores, 
los autores estudian el metabolismo del nitrégeno 


en 36 ratas, subdivididas, en 6 grupos, de los que 
el primero es tratado con el liquido usado como 
solvente, el segundo con cortisona, el tercero con 
cortisona + FMN, el cuarto solamente con FMN, 
el quinto con cortisona + vitamina By y el sexto 
solamente con vitamina Bg. Los resultados demuestran 
ue el FMN favorece, mas intensamente que la ribo- 
ester simple, la retencién del nitrégeno y que, 
contrariamente a lo que se observa con la vitamina Bs, 
se opone ala accién catabdlica ejercida por la corti- 
sona. Estos datos confirman las conclusiones que 
los autores ya habjan sacado del estudio sobre la 
influencia del FMN y de la vitamina By en el meta- 
bolismo de los aminoacidos. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E DI TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. L. Villa) 


La vitamina B), serica nell’anemia perniciosa 


Studio delle frazioni combinata e libera e del potere di legame residuo del siero. 


S. DEL PRETE - C. CREMONCINI 


Lidentificazione del fattore estrinseco di 
Castle con la vitamina Bj, _nell’interpreta- 
zione eziopatogenetica dell’anemia perniciosa, 
ha promosso una larga serie di ricerche volte 
a } mine con tecnica altamente sensibile la 
concentrazione della cianocobalamina nei li- 
quidi organici e nei tessuti. 

Ai requisiti di sensibilita e specificita ha 
risposto pienamente il dosaggio microbio- 
logico, che si fonda sulla proprieta di alcuni 
microrganismi di utilizzare la vitamina B,, 
come fattore di crescita. In un precedente 
studio (1) abbiamo dettagliatamente riferito 
dei vari metodi di dosaggio proposti, indi- 
candone i limiti, le possibilita ed i vari fattori 
interferenti, sottolineandone inoltre l’impor- 
tanza ai fini dello studio eziopatogenetico e 
clinico di varie condizioni morbose. Dai ri- 
sultati ottenuti e dall’analisi delle ricerche di 
altri AA., compiuti in questi ultimi anni, si é 
potuto in particolare attribuire un indiscusso 
valore alla determinazione della concentra- 
zione serica di vitamina B,,_nell’anemia 
perniciosa. 


E’ noto che la vitamina By, é presente nel siero in 
parte legata ad un supporto proteico, in parte libera. 
E possibile differenziare la forma combinata da quella 
libera mediante il dosaggio microbiologico, per la 

eculiare proprieta del microrganismo test di uti- 
izzare solo la forma libera. Quando sia legata alle 
proteine seriche, infatti la vitamina Byy non é pid 
utilizzabile come fattore di crescita; il riscaldamento 
a 100° per almeno 15’ permette di scindere questo 
legame, restituendone la proprieta di promuovere 
la crescita batterica. Quindi, procedendo al dosaggio 
di un siero previo riscaldamento, il valore ottenuto 
é riferibile alla somma delle frazioni di vitamina By» 


Il presente studio é dovuto in parti uguali ai due Autori. 


contenute in quel siero, cioé della vitamina By 
libera e di quella combinata: si parla allora di tasso 
di vitamina By, totale del siero. [1 valore della vita- 
mina By, combinata si ottiene indirettamente sot- 
traendo dal valore della vitamina By, totale quello 
della vitamina libera. 

Se poi ad un siero fresco si aggiunge in vitro una 
determinata quantita di vitamina Bjg cristallina e si 
procede al dosaggio microbiologico senza preventivo 
riscaldamento della miscela, si osserva ie la cre- 
scita del microrganismo test é minore di quella che 
avrebbe dovuto essere se la stessa quantita di vita- 
mina By fosse stata aggiunta a pari quantita di 
acqua distillata. Per l’interpretazione di questo fe- 
nomeno si prospetta l’ipotesi che la vitamina By 
aggiunta al siero si leghi in parte con le proteine 
divenendo sotto questa forma inutilizzabile per lo 
sviluppo del microrganismo. Tale proprieta del siero 
di legare in vitro ulteriori quantita di vitamina By é 
conosciuta sotto il nome di potere legame residuo (PLR). 

Mediante il frazionamento elettroforetico delle 
sieroproteine, Pitney e Coll. (2) avrebbero dimostrato 
che nel siero normale la vitamina By é legata prin- 
cipalmente alle a, e¢ ag e solo in piccola parte alle 
B-globuline. Anche secondo Beard e Coll. (3) la 
maggiore importanza sarebbe da attribuire alle a,-glo- 
buline. Mendelsohn (4), associando all’analisi elet- 
troforetica l’indagine cromatografica, avrebbe con- 
fermato che la capacita di legame per la vitamina By» 
sarebbe esplicata principalmente dalle a4-globuline, 
mentre anche le frazioni ag, 8, y-globuline e le al- 
bumine avrebbero la proprieta di legare, in alcuni 
sieri normali, piccole quantita di vitamina Byp. 

Ulteriori ricerche con vitamina By. marcata con 
Cogg rivolte pit specificamente allo studio del po- 
tere legame residuo del siero sono state recentemente 
rese note. Bertcher e Coll. (5), avendo osservato che 
la vitamina By  aggiunta al siero in vitro migra con 
le a e le p-globuline, concludono che verosimil- 
mente la vitamina By é legata alle a-globuline alla 
concentrazione serica normale: tale meccanismo per6, 
sarebbe facilmente saturato ed altre frazioni proteiche 
del siero, non specificamente leganti la vitamina By», 
entrerebbero in gioco a pit elevate concentrazioni. 
Miller (6), confermando Tlipotesi della saturazione 
delle a,-globuline, fornisce dei dati percentuali se- 
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condo i quali le f-globuline legherebbero in media 
il 44 % della vitamina Byz marcata con Cogs aggiunta 
in vitro, le ag il 28 %, le ay il 4%, le y il 16% ele 
albumine 1’8 %. 

Per quanto concerne poi la quantita assoluta delle 
sieroproteine che normalmente intervengono nel 
processo di legame della vitamina Bj9, questa do- 
vrebbe ritenersi molto piccola: infatti mediante 
calcolo stechiometrico, in pura linea ipotetica, Men- 
delsohn (4) giunge alla conclusione che la quantita 
totale di a,-globuline leganti la vitamina By,» corri- 
sponderebbe percentualmente allo 0,003% delle 
ay-globuline e allo 0,00016% delle proteine totali 
seriche. 


Da questa premessa ci é parso degno di 
interesse fare oggetto di particolare studio 
il tasso serico dell vitamina By», sia per quello 
che riguarda la forma libera e combinata che 
il potere legame residuo, negli anemici perni- 
ciosi occorsi alla nostra osservazione, onde 
porre in rilievo le eventuali variazioni rispetto 
ai soggetti normali. 


TECNICA 


Desideriamo riportare la metodica di dosaggio 
del tasso di vitamina Bg totale, del tasso di vita- 
mina Bye libera e la determinazione del potere legame 
residuo del siero. 


a) Tasso di vitamina Byy totale nel siero: in una 
precedente ricerca (1) abbiamo dettagliatamente 
esposto la tecnica microbiologica usata (Lactobacillus 
Leichmannii ATCC 7830) cui ci siamo attenuti. Non 
ci sembra superfluo ricordare che il dosaggio del 
tasso della vitamina By totale nel siero viene ef- 
fettuato previo riscaldamento del siero stesso, in 
opportune diluizioni, a 100° per 30’; 


b) tasso di vitamina Byg libera nel siero: il dosaggio 
microbiologico si attua con la medesima modalita 
tecnica sopra accennata, usando siero fresco; I cc 
di siero fresco previamente inattivato a 56° per 10’ 
(per ovviare all’eventuale interferenza sulla crescita 
batterica dovuta al potere battericida del siero), ag- 
giunto a 9 cc di Bys assay medium Difco, viene in- 
cubato, previo insemenzamento con L. Leichmannii, 
a 37° per 24h; si procede quindi a lettura turbidi- 
metrica; 


c) tasso di vitamina By combinata nel siero: tale 
valore si ottiene indirettamente, sottraendo cioé dal 
valore esprimente il tasso di vitamina By, totale del 
siero cae esprimente il tasso di vitamina Byg libera; 


d) potere di legame residuo del siero in vitro: a cc 
0,§ di siero fresco si aggiunge in vitro cc 0,5 di una 
soluzione di vitamina Bj. contenente 2000 uug/cc. 
La miscela é incubata a 4° per 24 h. Si procede quindi 
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alla titolazione della quantita di vitamina By pre 
sente sotto forma libera. Per differenza si ottiene il 
valore della quantita di vitamina By che si é combi- 
nata con le proteine seriche, riportandola ad 1 ee 
di siero. Va ovviamente detratto, se presente, il 
valore del tasso di vitamina By» libera, propria del 
siero in esame. 


RISULTATI 


Abbiamo eseguito la determinazione del 
tasso serico della vitamina B,, nelle sue varie 
forme (totale, libera e potere legame residuo) 
in $7 soggetti normali, 7 anemici pernicios 
in fase di malattia e 8 soggetti gia affetti da 
anemia perniciosa all’atto della ricerca in re- 
missione. 


SOGGETTI NORMALI: il tasso di vitamina By, 
totale del siero di 57 soggetti normali é risul- 
tato oscillare da valori di 300 ug/cc a valore 
di 1200 uyg/cc con valori medi di 704 
La frazione libera della vitamina By, serica 
é rappresentata da valori in genere molto 
variabili, da o wyg/cc a 120 wug/cc con 
valori medi di 33 wpyg/cc. Il siero dei soggetti 
normali ha mostrato capacita di legare in vitro 
quantita di vitamina B,, variabile da 800 a 


_ 1400 wug/cc con valore medio di PLR di 


1056 uug/cc. 


PAZIENTI AFFETTI DA ANEMIA PERNICIOSA IN 
ATTO: i 7 pazienti da noi presi in esame hanno 
mostrato bassi livelli serici di vitamina By, 
totale (da 40 wug/cc a 100 pug/cc, media 
68 wug/cc) e valori di vitamina By, libera 
varianti da wpg/cc a 65 wug/cc con me- 
dia di 26 wug/cc. Il PLR ha un _ valore 
medio di 1640 uug/cc (valore limite da 990 
a 1920 uug/cc). 


SOGGETTI PRECEDENTEMENTE AFFETTI DA ANE- 
MIA PERNICIOSA, ATTUALMENTE IN FASE DI 
REMISSIONE: sono state eseguite determina- 
zioni relative al siero di 8 pazienti, gid noti 
al nostro Istituto perché affetti in passato da 
anemia perniciosa, che al momento della 
ricerca non mostravano segni di malattia e che 
da almeno 6 settimane non erano stati sotto- 
posti a trattamenti con vitamina B,». La vi- 
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tamina By, totale serica é risultata essere in 
questi pazienti variabile da 300 a 810 wug/cc 
(media 439 wug/cc) mentre la frazione li- 
bera é risultata variare da o ppgicc a 
44 wugicc (media 21 uug/cc); il PLR é 
oscillato da 990 wug/cc a 1200 wpg/cc (media 
1072 

Riportiamo nelle tabelle I e II, dettaglia- 
tamente, i risultati relativi ai soggetti affetti 
da anemia perniciosa in atto e quelli relativi 
ai soggetti in fase di remissione della malat- 
tia stessa. 


TaBELLA I — Tasso di vitamina By ¢ potere legame 
residuo delsiero di soggetti affetti da anemia perniciosa. 


Vitamina serica (upgi/cc) | 
totale combinata 


Potere le- 
——| game residuo 

_ libera (upg/cc) 

C.O. 

C.C. 

F.A. 


N.B. 


TaBEtLaA II — Tasso di vitamina Byy e¢ potere legame 
residuo del siero di soggetti in precedenza affetti da 
anemia perniciosa, attualmente in fase di remissione. 


Vitamina serica (up g/cc) Potere le- 
N. Nome - ———— game residuo 
totale combinata  libera (upgicc) | 


406 


I valori ottenuti nei $7 soggetti normali 
non figurano in dettaglio; di essi si riportano 
nella tabella II i valori limite e il valore 
medio delle singole frazioni. 


TABELLA III — Tasso di vitamina By e potere legame 
residuo del siero in soggetti normali (valori limite 
e valore medio di $7 sieri). 


Tasso della vitamina | 
serica (upg/cc) __| legame residuo 
totale 


Valori limite 
| Valore medio | 704 


300-1200 


Ulteriori indagini sono state eseguite in 
due dei soggetti affetti da anemia perniciosa 
per evidenziare eventuali variazioni spon- 
tanee dei valdri della vitamina B,, serica e 
del potere legame residuo, in giorni successivi. 
Dalla tabella IV si nota una assoluta costanza 
di valori, dovendosi ovviamente considerare 
le piccole oscillazioni osservate inerenti al 
metodo di dosaggio microbiologico. 


TaBELLA IV — Variazione del potere legame residuo 
(PLR) e del tasso di vitamina By,o totale del siero 
di due soggetti affetti da anemia perniciosa, in giorni 
successivi (uug/cc). 


Nome | 


Giorno 


| ve | ve | 


1750 1740 1940 1880 1830 1850 1890 
2 totale 40 30 25 || | 


1920 1890/1940' 1950 1960 1880 
so 40 | 45 


DISCUSSIONE 


Dall’analisi dei risultati esposti appare chiaro 
il diverso comportamento di alcune frazioni 
di vitamina B,, serica nei gruppi di soggetti 
presi in esame, e ne facciamo riferimento 
separatamente. 


Tasso serico di vitamina B,, totale: con la meto- 
dica da noi usata le variazioni nei soggetti nor- 
mali oscillano tra 300 wyg/cc 1200 wug/cc. 
Tali dati sono in linea di massima concor- 
danti con quelli forniti da altri AA. (7, 8, 9, 
10, II, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18); le piccole 
differenze che si possono rilevare sono, con 
ogni probabilita, da attribuirsi alla diversa 
tecnica di dosaggio di volta in volta seguita. 
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Nell’anemico pernicioso in fase di malattia, 
invece, il tasso serico della vitamina B,, totale 
é sicuramente al disotto del valore minimo 
normale per concorde rilievo; nella casistica 
da noi presa in esame i valori variano da 
40 wug/cc a 100 wpg/cc. Non altrettanto signi- 
ficativo sembra il livello serico riscontrato nel 
gruppo di pazienti in precedenza affetti da 
anemia perniciosa ed attualmente in fase di 
remissione, sebbene tali valori si avvicinino 
per lo pit al limite inferiore normale. 

In un nostro precedente studio, cui riman- 
diamo, sono stati dettagliatamente presentati 
i dati forniti dagli altri AA. ed i nostri, e 
pii ampiamente discussi in rapporto alle 
diverse modalita tecniche (1). 


Tasso serico di vitamina By» libera: detta fra- 
zione rappresenta una piccola parte della 
vitamina B,, totale serica non costantemente 
presente, senza significative differenze nel nor- 
male e nell’anemico pernicioso in fase di ma- 
lattia o di remissione. I valori ottenuti da noi 
(da 0 wpg/cc a 120 wpg/cc media di 33 uug/cc) 
sono in accordo con quelli desunti dalla let- 
teratura, (2, 11, 19, 20). Tale frazione non 
sembra rivestire particolare significato 
biologico; il rene infatti eliminerebbe molto 
rapidamente la vitamina B,, plasmatica non 
combinata al supporto proteico (20). Infatti é 
stato dimostrato che l’introduzione parente- 
rale di vitamina B,, in soggetti normali pro- 
duce un rapido aumento del siero sia della 
forma combinata che di quella libera e che 
per tutto il periodo di tempo in cui la vita- 
mina By, libera nel siero permane elevata vi 
é un aumento della vitamina By, libera nelle 
urine; la maggior parte della dose iniettata pud 
essere ritrovata nelle urine entro poche ore (2). 

stato descritto inoltre (21) un caso di 
anemia macrocitica refrattaria a trattamento 
con vitamina Bj, estratti di fegato crudo, 
acido folico, che é regredita a seguito di som- 
ministrazione di vitamina B,, associata ad 
infusioni di plasma. Sulla base dell’ osserva- 
zione che, precedentemente alla infusione di 
plasma, la vitamina By, iniettata per via in- 
tramuscolare veniva rapidamente eliminata 
con le urine, a differenza di quanto hanno po- 
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tuto dimostrare a seguito di somministrazione 
di plasma, gli AA. concludono affermando che 
tale forma di anemia era dovuta a deficienza 
di cianocobalamina, causata dall’incapacita de 
siero del paziente di legare la vitamina B,,, 
situazione che era modificata dall’introdu 
zione di plasma normale. 

Da quanto sopra é stato esposto si dovrebbe 
dedurre che la vitamina By,» libera nel siero 
non é una frazione biologicamente significa- 
tiva, mentre fondamentale importanza assu- 
merebbe la frazione di vitamina B,, com- 
binata, al cui valore si dovrebbe fare rife. 
rimento soprattutto nell’anemia_perniciosa, 
perché in questa malattia, accanto a valori 
sicuramente bassi di vitamina B,, totale serica, 
possono riscontrare tassi relativamente 
elevati di vitamina B,, libera, mentre nel 
normale il rapporto tra le due funzioni diviene 
praticamente trascurabile. Infatti, facendo ri- 
ferimento alla casistica da noi riportata, nel 
siero di soggetti normali il valore medio di 
vitamina B,, totale é risultato essere di 704 
feg/cc mentre il valore medio della frazione 
di vitamina Bj, libera é di 33 mug/cc; que- 
st'ultimo rappresenterebbe pertanto circa 
5% della vitamina B,, totale serica. Nel- 
l’'anemico pernicioso invece ad un tasso medio 
di vitamina By, totale di 68 uyg/cc corrisponde 
un valore medio di vitamina By, libera di 
26 g/cc che risulta essere circa il 37% della 
vitamina B,, totale serica. 


Potere legame residuo del siero per la vitamina Byy 
in vitro: lo studio del PLR in vitro per la 
vitamina B,, ha mostrato che il siero di sog- 
getti normali @ capace di legare quantita di 
vitamina B,, cristallina variabili da 800 a 
1400 uug/cc (media di 1056 

Risultati del tutto sovrapponibili ha mo- 
strato il siero di soggetti in precedenza affetti 
da anemia perniciosa, attualmente in fase di 
remissione. 

Nei casi di anemia perniciosa in atto presi 
in esame il siero ha mostrato una maggiore 
capacita di legame con valori oscillanti tra 


verosimile 


990 e 1920 mugiec (media di 1641 
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che fungono da supporto alla vitamina B,, 
questa si dimostrata veri- 
carsi proprio nell’anemia perniciosa la cui 
peculiare caratteristica é la deficienza di vita- 
mina B,, combinata) piuttosto che ad un 
reale aumento di frazioni proteiche leganti. 
Non é d’altra parte possibile stabilire una 
relazione tra i dati da noi forniti e quelli 
ricavati dall’analisi delle ricerche di altri AA. 
a causa delle sostanziali differenze di meto- 
dica usata. 


Pitney e Coll. (2) avrebbero stabilito che il valore 
del PLR del siero di soggetti normali oscilla da 
208 uug/cc a $76 uugicc servendosi del dosaggio 
microbiologico con Euglena gracilis dopo incubazione 
del siero (I cc) con 1000 wug di vitamina By» per 
tempo variabile da 2 h a 37°, a 20 h a temperatura 
ambiente. 

Lear e Coll. (11) si attengono essi pure al metodo 
dell’Euglena gracilis aggiungendo perd a quantita 
fisse di siero quantita progressive di vitamina By» 
(da 200 a 1000 wug) non precisando il tempo e la 
temperatura d’incubazione. Il siero di soggetti nor- 
mali mostrerebbe di legare da 450 a 660 uug/cc di 
vitamina mentre siero di anemici perniciosi 
legherebbe da 460 a 600 uug/cc. 

Rachmilewitz (22) propone il dosaggio con E. Coli 
e l'incubazione del siero per 24 h a 4° con due diverse 
uantita di vitamina Byy (1500-3000 uug). valori 

i PLR varierebbero nel normale da 1200 a 2000 
uug/cc. Sottolineano inoltre il fatto che se l’incuba- 
zione delle identiche quantita surriferite di siero e 
di vitamina Bo viene protratta solo per un’ora il 
PLR pud raggiungere come massimo valori di 1000 
uug/cc. 

Mollin e Coll. (23) servendosi dell’Euglena gracilis 
quale microrganismo test rilevano che, aggiungendo ad 
I cc di siero 2000 ug di vitamina By previa incu- 
bazione di 2 h a temperatura ambiente, il PLR del 
siero normale risulta essere di 225 uug/cc, mentre il 
siero di soggetti affetti da anemia perniciosa in atto 
é capace i legare 750 wug di vitamina Byo per cc. 

Raccuglia e Sachs (19) riportano per il siero nor- 
male valori di PLR varianti da 400 a 650 uug/cc. 
La determinazione viene effettuata con il metodo 
dell’ Euglena gracilis, su siero diluito 1 a 8 con aggiunta 
di 800 zug di vitamina By, senza preventiva incu- 
bazione della miscela. 

Pid recenti ricerche volte a determinare il PLR del 
siero con l’uso di vitamina By, marcata con Cog 
dimostrerebbero che il siero di soggetti normali ¢ 
capace di legare in vitro quantita di vitamina By 
notevolmente superiori a quelle riferite dagli AA. 
sopracitati che si sono attenuti al dosaggio micro- 
biologico. Bertcher e Meyer (5) anzi non trovano 
limitazione al potere di legame per la vitamina By 
del siero quando la concentrazione di vitamina Bj» 
marcata con Cogg viene progressivamente aumentata, 


dato per altro non confermato da Miller (6) che, 
servendosi di analoga metodica di dosaggio, stabi- 
lisce nel siero di soggetti normali valori medi di 
PLR di 1510 wug/cc con variazioni da 1000 a 2400 

Appare chiaro, dall’analisi delle ricerche sopra 
riportate, che i singoli risultati non possono 
essere confrontati in linea assoluta. A nostro 
avviso la discrepanza dei dati (ci riferiamo 
in particolare al metodo di dosaggio micro- 
biologic) pitt che essere riferibile al micror- 
ganismo test (L. Leichmannii, E. Coli, Euglena 
gracilis) & condizionata fondamentalmente da 
due fattori: il tempo e la temperatura di in- 
cubazione della miscela siero e vitamina B,, 
da una parte, e la diversa quantita di vita- 
mina By, cristallina aggiunta in vitro dall’altra. 

Percid la tecnica da noi proposta nella 
presente ricerca si fonda sull’impiego di 
quantita di vitamina B,, aggiunta in vitro 
(2000 yxug/cc) sicuramente sufficiente a satu- 
rare la capacita di legame residuo del siero, e 
sulla henbiaieed della miscela protratta per 
24h a 4° onde permettere il raggiungimento di 
completo legame e garantire al tempo stesso la 
sicura stabilita della vitamina B,, e del siero. 


CONCLUSIONI 


Lo studio della vitamina B,, serica nelle 
sue singole frazioni ¢ del PLR del siero di 
soggetti normali e di pazienti affetti da anemia 
perniciosa in atto ed in fase di remissione della 
malattia permette di trarre le seguenti conclu- 
sioni: 


1) é di fondamentale importanza il ri- 
lievo del tasso serico di vitamina B,, totale, 
che risulta nell’anemia perniciosa in atto si- 
curamente deficitario, mentre nella fase di 
remissione della malattia é per lo pit ai limiti 
inferiori della norma; 


2) la vitamina By,» libera nel siero é 
abitualmente una piccola frazione della vita- 
mina B,, totale che sembra non rivestire 
particolare significato biologico; 


3) frazione combinata della vita- 
mina B,, serica rappresenta la parte biologica- 
mente attiva. Detta frazione assume partico- 
lare importanza nell’anemia perniciosa, in 
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quanto pit significativa espressione del deficit 
vitaminico in confronto al tasso serico di 
vitamina B,, totale; 


4) la capacita di legare in vitro ulteriori 
quantita di vitamina By, cristallina (potere 
legame residuo) & superiore per i sieri di sog- 
getti affetti da anemia perniciosa in atto rispetto 
al siero di soggetti normali. Tale aumento del 
potere legame residuo nell’anemico pernicioso é 
verosimilmente espressione della relativa insa- 
turazione dei normali supporti proteici leganti 
la vitamina B,9, piuttosto che attribuibile a 
reale aumento delle frazioni seriche leganti. 


RIASSUNTO 


La vitamina By serica nelle sue varie frazioni 
(libera e¢ combinata) ed il potere legame residuo del 
siero di $7 soggetti normali, di 7 pazienti affetti da 
anemia perniciosa in atto e di 8 soggetti gia affetti 
da anemia perniciosa ma attualmente in fase di re- 
missione, sono stati dosati con metodo microbiologico 
(L. Leichmannii). Gli AA. giungono alla conclusione 
che il tasso della vitamina By serica totale e, in 
particolare, il tasso della vitamina By. combinata che 
rappresenta la parte biologicamente attiva, sono 
nell’anemico pernicioso notevolmente inferiori alla 
normalita mentre nei pazienti in fase di remissione 
di malattia risultano essere per lo pit ai limiti infe- 
riori della norma. Per quanto riguarda poi la capacita 
di legare ulteriori quantita di vitamina By, cristallina 
aggiunta in vitro (PLR) il siero degli anemici perniciosi 
mostra, rispetto ai soggetti normali ed ai pazienti in 
fase di remissione di malattia, un netto aumento ri- 
feribile alla insaturazione relativa dei normali sup- 
porti proteici leganti la vitamina Byp. 


RESUME 


La vitamine sérique dans l’'anémie pernicieuse. Etude 
des fractions combinée et libre et du pouvoir de fixation 
résiduel du sérum. 


La vitamine Byp sérique dans ses différentes fractions 
(libre et combinée) et le pouvoir de fixation résiduel 
du sérum de $7 sujets normaux, de 7 malades atteints 
d’anémie pernicieuse en activité et de 8 sujets précé- 
demment atteints d’anémie pernicieuse mais actuelle- 
ment en phase de rémission, ont été dosés selon la 
méthode microbiologique (L. Leichmannii). Les au- 
teurs parviennent a la conclusion que le taux de la 
vitamine By, sérique totale et, en particulier, le taux 
de la vitamine Bj, combinée qui constitue la partie 
biologiquement active, sont chez l’anémique perni- 
cieux sensiblement inférieurs 4 la normale, tandis 
que chez les malades en phase de rémission de maladie 
ils se montrent généralement dans des limites infé- 
rieures 4 la normale. En ce qui concerne d’autre 
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part la capacité de fixer d’autres quantités de vita. 
mine Byg cristalline additionnée in vitro (PLR), k 
sérum des anémiques pernicieux montre, par rapport 
aux sujets normaux et aux malades en phase de 
rémission de maladie, une nette augmentation rappor- 
table 4 l’insaturation relative des supports protéiques 
normaux fixant la vitamine Bp. 


SUMMARY 


Serum vitamin By in pernicious anaemia. A study of the 
combined and free fractions and of the residual binding 
power of serum. 


The serum vitamin By» in its various fractions 
(free and combined) and the residual binding power 
of serym have been determined by microbiological 
method (L. Leichmannii) in $7 normal subjects, 7 
patients suffering from active pernicious anaemia and 
8 patients suffering from pernicious anaemia in a 
phase of remission. The conclusion is drawn that the 
total vitamin Byg content of serum and especially 
the combined vitamin By9, which is the biologically 
active fraction, are markedly lower than normal 
in patients suffering from active pernicious anaemia, 
while in the phases of remission their values are 
mostly at the lower boundaries of the normal di- 
stribution. As for the capacity of binding further 
quantities of cristalline vitamin Bj, added in vitro 
(PLR) the sera of patients suffering from pernicious 
anaemia, in comparison with normal subjects and 
with patients in a remission phase, show a definite 
increase which may be referred to the relative unsa- 
turation of the normal vitamin By -binding protein 
moieties. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Der Serumspiegel. des Vitamin in der perniziésen 
Andmie. Untersuchung der freien und kombinierten 
Fraktionen sowie der restlichen Bindungsfahigkeit des 
Serums. 


Das Vitamin Bj in seinen verschiedenen Fraktionen 
(freie und kombinierte) und die restliche Bindungs- 
fahigkeit des Serums wurden durch mikrobiologische 
Methode (L. Leichmannii) bei 57 normalen Subjekten, 
bei 7 Patienten mit perniziéser Animie im Gange 
und bei 8 Subjekten mit perniziéser Anamie im 
Remissionsstadium dosiert. Die Verfasser kommen 
zur Folgerung, dass der Serumspiegel des Vitamin By, 
und im Besonderen der kombinierten Fraktion, 
die den biologisch aktiven Teil darstellt, in der per- 
nizidsen Andmie wesentlich unter der Normalitit 
steht, wahrend bei Patienten im Remissionsstadium 
die Werte eher an der unteren Grenze der Norm 
sind. Was dann die Bindungsfahigkeit weiterer Men- 
gen von kristallinischen Vitamin Bj, in vitro (PLR) 
zugesetzt, betrifft, zeigt das Serum der Patienten 
mit perniziéser Anamie, im Vergleich zu den norma- 
len Subjekten und zu den Patienten im Remissions- 
stadium einen klaren Anstieg, welcher der nicht 
totalen Sattigung der normalen proteischen Vita- 
min Byo-Trager zuzuschreiben ist. 
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RESUMEN 


La vitamina By sérica en la anemia perniciosa. Estudio 
de las fracciones combinada y libre y del poder de fijacién 
residual del suero. 

La vitamina Byg sérica en sus distintas fracciones 
(libre y combinada) y el poder de fijacién residual del 
suero de $7 individuos normales, de 7 pacientes 
afectos de anemia perniciosa en actividad y de 8 
individuos anteriormente afectos de anemia perni- 
ciosa pero actualmente en fase de remisién, han sido 
determinados seguin el método microbiolédgico 
(L. Leichmannii). Los autores llegan a la conclusién 
que la tasa de la vitamina Byg sérica total y, en parti- 
cular, la tasa de la vitamina By. combinada que con- 
stituye la parte biologicamente activa, resultan en el 
anémico pernicioso notablemente inferiores a la nor- 
malidad, mientras que en los pacientes en fase de 
remisién de enfermedad se muestran por lo general 
incluidas en limites inferiores a la normalidad. Por 
lo que atafie ademas a la capacidad de fijacién de 
ulteriores cantidades de vitamina By cristalina agre- 
gada in vitro (PLR), el suero de los anémicos perni- 
ciosos muestra, en comparacién con los individuos 
normales y los pacientes en fase de remisién de 
enfermedad, un evidente aumento que puede rela- 
cionarse con la insaturacién relativa de los soportes 
proteicos normales que fijan la vitamina By». 
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